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論文内容要旨
 【序】
 プロリン水酸化酵素はコラーゲン合成において,プロコラーゲン分子の修飾反応に関与する酵
 素である。本酵素の働きによりプロリン残基がハイド・キシプロリン残基に転換され,その結果
 コラーゲン分子の三重らせん構造の安定化が得られる。本酵素はαとβの2種類のサブユニット
 がそれぞれ2個ずつ結合した四重体であるが,細胞内存在様式としてはこの四量体の他にβサブ
 ユニットの単量体が存在することが知られている。近年,このβサブユニットは単独でprotein
 disuユfldeisomerase(PDI)活性を有し,かっ甲状腺ホルモン(T3)結合蛋白質としての
 働きがあることが明らかとなった。本研究ではこのβサブユニットの分子および遺伝子レベルで
 の理解を目的とし,βサブユニットに対するcDNAおよび遺伝子DNAを分離し,それらの構
 造の解析を行なった。
 【方法】
 まず第一にニワトリ平滑筋由来cDNAライブラリーを抗体を用いてスクリーニングし,cDNA
 クローン(CPH9-10B)を分離した。このcDNAをプローブとしてさらにスクリーニングを
 行な'い,互いに重複する総長2.4KbのcDNAクローンを得た。βサブユニットのmRNAの構
 造を解析するため,分離したcDNAの塩基配列をdideoxy法により決定し,さらにNor七hem
 blo七hybridizationにてmRNAの長さを推定した。またcDNAの同定を目的として,ニワト
 リ胚よりポリプロリンアフィニティカラムとDEAEセルロースを用いてβサブユニットを精製
 し,CNBrペプタイドを調整して部分的なアミノ酸配列を決定した。
 第二にcDNA(CPH9-10B)をプ・一ブに用いてニワトリ遺伝子ライブラリーをスクリーニ
 ングし,互いに重複する部分を持つ2個の遺伝子クローンを分離した。βサブユニットの遺伝
 子構造の解析を目的とし,heteroduplex法にてイントロンおよびエクソン・の数・と部位を推定し,
 その結果をもとにdideoxy法により塩基配列を決定した。さらにS1ヌクレアーゼ法とprimer
 extension法を施行し,転写開始点を決定した。
 【結果および考察】
 1.βサブユニットの一次構造について
 精製したβサブユニットより求めた部分的アミノ酸配列に全く等しい構造がcDNAの塩基
 配列より求めたアミノ酸配列中に認められたため,これらのcDNAクローンがβサブユニット
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 mRNAに対応したものであることが同定された。この結果をもとにcDNAおよび一部遺伝子
 DNAの塩基配列から516個のアミノ酸からなるβサブユニットの全一次構造を決定した。516
 個のアミノ酸のうちN末端の22個は疎水性のleadersequenceであった。このニワトリβサブユ
 ニットと既報のラット,ウシおよびヒトのβサブユニットとの構造を比較した結果,一次構造に
 て85%の類似性が示された。これら4種のβサブユニット中にはPDIの活性部位と考えられる
 16個のアミノ酸より形成される構造が2箇所認められ、ニワトリと哺乳類の間での構造の相違
 は認められなかった。この部位はまた細菌のしhioredoxillの活性部位と高度の類似性を示し,
 βサブユニットとthioredoxiaとの進化論的な関連が示唆された。これらの結果をもとに,βサ
 ブユニットの構造と機能との関連について考察を加えた。さらにC末端の4個のアミノ酸配列は
 housekeepingproteinに特徴的なものであり,これと疎水性leadersequenceの存在とにより
 βサブユニットの細胞内局在が粗面小胞体内であることが推定され,これは既報の形態学的観察
 を裏付けるものであった。
 2.βサブユニットの遺伝子構造について
 βサブユニット遺伝子は構造遺伝子の全長が9.OKbであり,この中には11個のエクソンと1.O
 個のイントロンが含まれていた。エクソンの全長すなわちmRNAの長さは2.5Kbであった。
 遺伝子はまた転写開始点の5'側領域に1個のTATAboxと4個のCAATboxを持つほか,
 GCboxを3箇所に認め,これらの要素がβサブユニットの遺伝子レベルでの調節に重要な役
 割を担っていると考えられた。また第一イントロン内にもGCboxを4箇所認め,既報のラット
 コラーゲンα1(II型)遺伝子とヒトコラーゲンα1(1型)遺伝子との構造上の類似性が示唆
 された。これらのコラーゲン遺伝子では第一イントロン内のGCboxが遺伝子発現の調節機構に
 関与する可能性が示されており,βサブユニットの遺伝子発現調節機構における第一イントロン,
 とりわけGCboxの果たす役割についての研究の必要性を本研究にて示唆した。
 一395一
 審査結果の要旨
 プロリン水酸化酵素(PHO)はコラーゲン合成に欠くことが出来ないもので,プロリン残基
 をヒドロキシプロリンに転換することにより,コラーゲンの三重ラセン構造を安定化させている。
 本論文は,このPHOを構成するαとβサブユニットのうちProteinDisulfaLeIsomerase
 (PDI)としての機能をもつβサブユニットについてニワトリを用い次のような研究を行なっ
 ている。
 α1一次構造の決定
 (2)既に知られている哺乳類の同酵素の構造との比較
 ③遺伝子の構造決定
 (1),(2)より一次構造でヒトを含めた哺乳類βサブユニットとアミノ酸レベルで85%の類似性を
 もち,βサブユニットの構造が種間でよく保存されていることを明らかにした。また,これらの
 配列はバクテリアのThioredoxineと高い相同性をもち,進化のうえで,また生化学的な面での
 PDIとの関係を明らかにしている。またLeadersequenceの一部がニワトリ,ラット,ウシ,
 ヒトで全く同じに保存されていることをも明らかにした。
 (3)については,cDNAを用い,ニワトリ遺伝子ライブラリーからβサブユニットの遺伝子を
 分離し,塩基配列を決定し,遺伝子構造を明らかにした。それは11個のexonと10個のintronをも
 ち,exon1と2,8と9にわたる二つのDomainが相同性をもち,ac七ivesi七eと考えられ,この
 遺伝子が一つの先祖geneから進化したものである可能性を示した。さらに,このβ一サブユニッ
 トがC末端にKDEL構造をもつ細胞内蛋白であること,他の遺伝子と同様転写開始部位から上
 方24個の部位にTATAbox,57個にCAATbox,さらにその上方にGCboxのあることを明ら
 かにしている。これらの遺伝子構造の決定によりPHOβサブユニットがhouse-keepingproむein
 であること,過去に別々の人々によりそれぞれ構造決定されていたラットPDI,ウシ甲状腺ホ
 ルモンT3,ヒトβ一サブユニットがいずれも今回のニワトリのものと同一のものであることが
 明らかになり,種をこえてfibrinogenesisに必要なα一,β一サブユニットのうち,なぜβ一サ
 ブユニットがあらゆる細胞に普遍的に存在するかという謎を解き明かすことになった。これらの
 発見は,いずれも世界で初めてのものであり,博士論文として高く評価されるべきものと結論さ
 れる。
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